Bacterial identification based on protein mass spectrometry:
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Sandra Solari Gajardo, ssolari@med.puc.cl Introducción T radicionalmente la identificación bacteriana se ha basado en la utilización de métodos fenotípicos que incluyen las características morfológicas y tintoriales que presentan los microorganismos en distintos medios de cultivos, así como las reacciones bioquímicas propias de cada especie 1 . Sin embargo, esto conlleva una carga laboral y consumo de tiempo importante para el laboratorio, puesto que la identificación bacteriana puede tomar desde horas e incluso hasta días, sobre todo para aquellos microorganismos fastidiosos, lo cual sin duda, impacta directamente en el pronóstico del enfermo, pues es sabido que mientras más precoz y apropiado es el antimicrobiano, menor es la mortalidad del paciente, en especial para aquellos que están graves [2] [3] [4] . Es así como algunos reportes demuestran un incremento en la mortalidad de 7% por hora cuando existe un retraso en el inicio de antimicrobianos para aquellas personas que están hipotensas y en estado séptico 5 . Ante esta situación se ha generalizado el uso precoz de antimicrobianos de amplio espectro dado la dificultad para obtener un diagnóstico rápido de las bacterias involucradas, lo que ha llevado al uso, muchas veces, de tratamientos indebidos, con la consiguiente preocupación por la emergencia de bacterias resistentes, la asociación con enfermedades fúngicas invasoras y el costo excesivo de esta política 6 . Bajo esta inquietud, se han buscado métodos que aumenten la exactitud y disminuyan los tiempos de respuesta en la identificación bacteriana. Entre las técnicas más utilizadas en la microbiología moderna destacan los sistemas en miniatura de pruebas analíticas bioquímicas, cuyo inconveniente es que en algunos casos pueden ser lentos e imprecisos 7 . En esta misma línea están los sistemas automatizados que realizan identificación bacteriana en tiempos más cortos; sin embargo, el costo de implementación es alto 8 . Probablemente lo que ha ganado mayor terreno en la actualidad, es la biología molecular, que si bien es bastante precisa, aún tiene tiempos prolongados de respuesta debido a la falta de automatización universal de sus procesos, lo que la hace susceptible de errores y contaminación; además sus altos costos de implementación la limita a algunos centros.
La identificación bacteriana basada en la espectrometría de masas, específicamente en el MALDI-TOF MS, por su sigla en inglés matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometer, es una técnica existente hace más de 30 años. No obstante, sólo en el último tiempo ha sido utilizada como un método rápido y acucioso para la identificación de rutina de microorganismos patógenos mediante el perfil de proteínas 9, 10 . La espectrometría de masas es un método que permite la identificación de una molécula mediante la medición de su masa en relación a su carga (relación masa/carga), así como la de los fragmentos generados a partir de ella. El primer espectrómetro de masas fue desarrollado en 1912 por J. J. Thomson para el análisis de espectros de elementos como O 2 , N 2 y CO. Desde entonces, la evolución en espectrometría de masas ha www.sochinf.cl
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Laboratorio e Infectología sido muy importante debido a: la asociación con equipos de cromatografía que ha permitido la separación de mezclas de compuestos, previo al análisis de masas, mejorando la selectividad del método y el acoplamiento de múltiples espectrómetros junto al desarrollo de espectrómetros que miden tiempos de migración de las masas, favoreciendo la detección de moléculas de mayor tamaño, como por ejemplo microorganismos completos. La Tabla 1 muestra los diferentes tipos de equipamientos con espectrometría de masas con utilidad en el laboratorio clínico.
El MALDI-TOF MS utiliza el cálculo de tiempo de migración (tiempo de vuelo) de cada fragmento de una molécula a través de un trayecto predeterminado previa desorción/ionización láser de la molécula en una matriz determinada. Este espectrómetro tiene la capacidad de medir macromoléculas de hasta 100.000 Dalton, dentro de las cuales están los péptidos y proteínas que forman parte de hongos y bacterias. Dado que un microorganismo analizado en el MALDI-TOF MS entregará siempre el mismo espectro de masas, los fabricantes de los sistemas MALDI-TOF MS han diseñado archivos con los espectros de masas de la fragmentación de péptidos y proteínas que presentan los distintos microorganismos para una misma emisión del láser y una misma distancia de migración. La identificación se realiza a través de la comparación (correlación) del resultado de una bacteria con todos los espectros de masas que contiene el archivo comercial proporcionado por el fabricante, y de acuerdo a puntos de corte definidos para estas correlaciones. Estos archivos, junto con los software necesarios para su manejo permitieron finalmente el uso de esta herramienta en el campo de la microbiología clínica 11 . En la actualidad se encuentran disponibles dos instrumentos para el uso en laboratorio de rutina comercializados por Bruker Daltonics Inc. (Billerica, MA, USA) y Shimadzu. Corporation (Kyoto, Japón). En el caso de Bruker se comercializa el espectrómetro junto a la base de datos y software necesarios para la identificación mientras que en el caso de Shimadzu el software es ofrecido por ellos mientras que la base de datos es SARAMIS TM AnagnosTec (Zossen, Germany)/bioMérieux (Marcy l'Etoile, Francia). Existe otra base de datos llamada Andromas que puede ser utilizada en ambos equipos, la cual contiene información para la identificación de Aspergillus y dermatofitos. Todos los sistemas permiten la conexión a los sistemas informáticos de los laboratorios 12 .
La implementación de MALDI-TOF MS en un laboratorio de microbiología no requiere de infraestructura especial. Los equipos comerciales disponibles en la actualidad no utilizan un espacio mayor al de otros equipos automatizados usados frecuentemente en el laboratorio y tampoco requieren de un ambiente con control de temperatura estricto, a diferencia de otros equipos de espectrometría. Sólo son necesarias una conexión eléctrica y otra conexión a internet. El personal requiere entrenamiento en el equipo y conocimientos básicos de espectrometría de masas 13 .
Metodología
De manera general, la identificación microbiana por MALDI-TOF MS consta de cuatro pasos: la recuperación de una colonia aislada, la realización de un espectro de masas, la comparación con la base de datos y la entrega de resultados.
La identificación se realiza a partir de una colonia aislada del microorganismo en estudio, la que es aplicada . Sobre dicha colonia se aplica una matriz en solución (generalmente una solución saturada de ácido alfa-ciano-4-hidroxicinamico, acetonitrilo y ácido trifluoroacético) la que se cristaliza al dejarse secar a temperatura ambiente. Esta matriz cumple dos roles fundamentales; primero expone las proteínas intracelulares mediante la ruptura de la membrana celular y segundo, facilita la vaporización y la ionización de las proteínas mediante un haz de laser pulsante. Estudios iniciales destinados a caracterizar las proteínas evaluadas muestran que éstas son principalmente, pero no exclusivamente, ribosomales 14 . También se encuentran CSP (cold shock protein) y factores de modulación ribosomal 11, 14 . Una vez ionizadas estas proteínas viajan por una cámara de vacío siendo detectadas al final. Dependiendo de la relación masa/carga de cada fragmento será el tiempo que ésta demore en llegar al final. Este "tiempo de vuelo" es utilizado para construir el espectro específico de las masas. La manera en que este espectro es analizado va a depender del software utilizado para realizar la identificación 12 . Este espectro es comparado automáticamente con un archivo y el resultado es entregado automáticamente (Figura 1).
En el caso del equipo de Bruker, los resultados son entregados junto a un puntaje. Si éste es igual o mayor a 2 la identificación es posible a nivel de género y especie, entre 1,7 y 1,9 la identificación es sólo a nivel de género y menor a 1,7 no se entrega una identificación. El puntaje requerido para la identificación a nivel de especie pareciera ser bastante conservador. Diversos estudios utilizan puntajes menores para realizar la identificación (> 1,8) 10, 11 lo que llevó a De Bel et al. a proponer dos nuevos términos para diferenciar estos criterios: BAC-Bruker Acceptance Criteria (criterio aceptado por Bruker) y LAC-Literature Acceptance Criteria (criterio de aceptación de la literatura) 15 . El uso de criterios aceptados en la literatura científica permitiría la identificación correcta de 26% más de microorganismos con 2% de errores a nivel de especie versus 0,7% de errores de identificación utilizando criterios BAC. Se sugiere por lo tanto, la utilización de otros parámetros asociados para el establecimiento de criterios que podrían permitir aumentar el número de especies correctamente identificadas sin aumentar el número de errores 15 . En el caso de SARAMIS TM se entrega un valor de confianza asociado al resultado.
Cada vez que se requiere realizar una identificación, debe realizarse una calibración que se lleva a cabo de manera automática utilizando un estándar comercial. Una vez calibrado, la identificación de cada muestra toma uno a dos minutos 16 .
Influencia de los medios de cultivo
Las proteínas ribosomales, al ser estables y abundantes en su expresión, permitirían en teoría la evaluación por MALDI-TOF MS de distintas cepas, en forma independiente del medio de cultivo o tiempo de incubación. Estudios que evaluaron los espectros obtenidos de distintos medios de cultivo (agar Columbia, Mc Conkey) y a distintas temperaturas muestran una variación que no sería importante a la hora del análisis 11 . En otro estudio se compararon los espectros obtenidos para Escherichia coli, Bacillus subtilis y Yersinia enterocolitica a partir de tripticasa soya, agar sangre y agar Columbia, observán-dose que no hubo interferencia en la identificación 17 . De esta misma manera, dado que la identificación no se basa en pruebas fenotípicas ni de utilización de sustratos, el tiempo de desarrollo de las colonias no es una limitante en la medida que se observe crecimiento.
En el caso del equipo de Bruker la metodología utilizada para la identificación directa de cultivos sólidos, incluyendo levaduras y micobacterias, está estandarizada por el mismo fabricante. En el caso de identificación directa a partir de los hemocultivos positivos existe disponible un kit comercial para la extracción (MALDI Sepsityper TM kit).
Identificación de levaduras y micobacterias
Debido a las características de su pared, ciertos microorganismos como levaduras y micobacterias no pueden ser identificados directamente desde el medio de cultivo, requiriendo de un proceso de extracción previo con la finalidad de exponer las proteínas intracelulares. La extracción consta de centrifugaciones seriadas con etanol, ácido fórmico y acetonitrilo siendo necesario un gabinete de extracción para su realización. El proceso toma seis minutos por muestra pudiendo reducirse si las muestras se trabajan en serie 16 . En el caso de las micobacterias debe realizarse un paso extra en que la muestra debe hervirse a 100ºC durante cinco minutos para lograr la inactivación de 
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Laboratorio e Infectología las micobacterias y luego agitarse en presencia de perlas de zirconia/silica permitiendo una mayor destrucción de la pared 18 . Protocolos de extracción más sencillos han sido evaluados por otros grupos eliminando el paso de inactivación por calor y agitación con perlas con resultados satisfactorios 19, 20 . Una vez finalizada la extracción, se toma una muestra del sobrenadante la que se deposita sobre la placa; una vez seca se procesa de la misma manera que una muestra de colonia directa.
La identificación de micobacterias puede lograrse incluso de medio líquido como el utilizado en los sistemas MGIT aunque el porcentaje de identificación es menor si se compara con colonias tomadas de medio sólido (97 vs 77%) 18 .
Identificación directa a partir de hemocultivos
La identificación de microorganismos directamente desde el frasco de hemocultivo ha sido estudiada aplicando procesos de extracción capaces de separar los microorganismos de los otros elementos presentes en la muestra (medio de cultivos, eritrocitos, proteínas plasmáticas). Los procedimientos utilizados en distintos trabajos difieren en algunos aspectos pero requieren tres pasos previos a la identificación: la separación de células, la precipitación de proteínas y la extracción y solubilización de proteínas 21 . Se puede realizar la identificación desde un frasco de hemocultivo inmediatamente después de la alarma de positivización, utilizando desde 0,2 a 5 mL de sangre. La separación de leucocitos y eritrocitos se realiza por centrifugación; se realiza la lisis celular con agua destilada, cloruro de amonio o saponina, luego se centrifuga, se lava, se precipita con etanol y se realiza una extracción y solubilización con acetonitrilo y ácido fórmico, de manera similar a la realizada en la extracción de levaduras 20, 22, 23 . Esto permite separar y eliminar los elementos figurados de la sangre, las proteínas plasmáticas y las del medio de cultivo. Se ha descrito que el uso de ácido trifluoroacético en vez de ácido fórmico muestra una menor tasa de identificación 22 . Uno de los problemas potenciales con respecto a la identificación directa a partir de frascos de hemocultivos es la presencia de más de un microorganismo. Esta situación puede llevar a una no identificación o una identificación errónea. En estos casos es fundamental la observación de la tinción de Gram lo que puede orientar a la presencia de más de un tipo de microorganismo.
Identificación directa a partir de una muestra de orina
La identificación directa desde muestras de orinas puede realizarse tanto utilizando la orina sin procesar como utilizando protocolos similares a los utilizados en los hemocultivos. De una muestra de orina se toman 4 mL, los que se someten a centrifugaciones sucesivas con velocidades de centrifugación crecientes. El pellet obtenido puede ser aplicado directamente a la placa o ser re-suspendido en etanol, ácido fórmico y acetonitrilo de igual forma que con los hemocultivos. El sobrenadante es luego aplicado a la placa de metal y se trabaja de manera similar a una extracción de levaduras. Ambos métodos permiten la identificación de más de 90% de las muestras a nivel de género o especie en muestras con más de 10 5 ufc/mL 24, 25 .
Aplicaciones en microbiología clínica
Como ya se mencionó, la espectrometría de masas, MALDI-TOF MS en particular, se ha descrito en microbiología desde 1975, pero la mayoría de estas publicaciones fueron realizadas en el área de la microbiología básica y de la espectrometría de masas y proteómica (Tabla 2). No fue hasta el año 2008 en que, en forma simultánea, Mellmann y cols., en Alemania 26 y Degand y cols., en Francia 27 utilizando el equipo de Bruker, describen esta metodología en un gran número de bacilos gramnegativos no fermentadores obtenidos de muestras de pacientes. A contar de esa fecha, el incremento de las publicaciones y reportes del uso del MALDI-TOF MS en microbiología clínica ha sido exponencial.
En la identificación de bacterias aerobias, anaerobias, micobacterias y levaduras
Los resultados de las publicaciones recientes se describen en la Tabla 3, donde se observa que en general el porcentaje de identificaciones correctas por MALDI-TOF MS en comparación con la secuenciación del gen 16S ARNr varía entre 93 y 100%. Es importante destacar que en estas publicaciones los métodos de identificación convencional por métodos bioquímicos tienen una exactitud que oscila entre 83 y 98% dependiendo del método (API®, bioMerieux; Vitek®, bioMerieux; Phoenix®, Becton Dickinson).
Las diferencias entre los resultados de las publicaciones se pueden explicar por varias razones:
• La capacidad del equipo de asignar un puntaje ≥ 2 en la identificación de una bacteria y/o levadura a nivel de especie depende de la existencia en la base de datos del fabricante de un determinado espectro de proteínas. A medida que la base de datos aumenta, mejora la capacidad de identificación. En el trabajo de Couturier y cols. 28 , el porcentaje de identificaciones correctas de bacterias del grupo HACEK aumentó a 100% cuando se utilizó la base de datos del fabricante ampliada con datos del laboratorio, es decir, la aplicabilidad de MALDI-TOF MS es dependiente de las cepas incluidas en la base de datos. Dado lo anterior es importante en la decisión de adquirir un equipo, escoger el que Degand N J ClinMicrobiol Espectrometría de masas MALDI-TOF para la identificación de bacilos gramnegativos no fermentadores aislados de pacientes con fibrosis quística tenga la base de datos más extensa, el que permita la incorporación de nuevos perfiles proteicos de bacterias correctamente identificadas por el método de referencia y aquel en que el fabricante actualice frecuentemente la base de datos. • Un paso de extracción manual previo a la carga de la cepa en los pocillos mejora el puntaje, ya que permite una mejor exposición de las proteínas al láser.
• La identificación de algunas bacterias es limitada pues su perfil proteico es similar a otras y porque al momento de ser evaluadas existían pocos datos en la base del fabricante, por ejemplo Streptococcus pneumoniae con Streptococcus del grupo viridans, Shigella spp, Klebsiella oxytoca. 10, [29] [30] [31] [32] [33] [34] [35] , con excepción de Shigella que es identificada erróneamente como E. coli y no está incluida en la base de datos porque tienen perfiles de proteínas muy similares por estar filogenéticamente relacionadas. En el caso del género Salmonella, es posible la diferenciación de serovars de Salmonella enterica subespecie enterica especialmente serovars Enteritidis, Typhimurium, Virchow, Infantis y Hadar 36 . Se han descrito dificultades en la identificación con puntaje < 2 en Enterobacter cloacae complex 37 en Streptococcus sp 10, 29, 30, 32, 34, 42 con excepción de S. pneumoniae y Streptococcus parasanguinis del grupo mitis ya que tienen perfiles proteicos muy parecidos, por lo que el fabricante recomienda una prueba fenotípica adicional para su identificación; lo que no representa un problema de error de identificación ya que el puntaje es generalmente bajo. En el género Enterococcus la diferenciación de E. faecium y E. fecalis ha mostrado una alta exactitud y representa una ayuda en la diferenciación entre E. faecium y E. gallinarum y E. flavus, que por métodos convencionales en muy inexacta 29, 31, 32 . Del mismo modo, resulta muy útil en cocáceas grampositivas catalasa negativa como Abiotrophia sp, Granulicatella sp, Globicatella sp, Vagococcus sp, Aerococcus sp y Gemella sp 29, 32 , cuya identificación por métodos convencionales es lenta y engorrosa, ya que los sistemas automatizados no alcanzan buena exactitud.
MALDI-TOF MS permite muy buenas identificaciones en Enterobacteriaceae
En anaerobios, MALDI-TOF MS ha mostrado una
Artículo Original
Laboratorio e Infectología excelente correlación con la secuenciación del gen 16S ARNr especialmente en Clostridium sp y Bacteroides sp principalmente en B. thetaiotaomicron, B. ovatus y B. uniformis. En Propionibacterium acnes los problemas de identificación iniciales se debieron a la ausencia de referencia en la base de datos de Bruker 10, 31, 32 . En el caso de Fusobacterium nucleatum, Prevotella sp y Peptostreptococcus sp, es necesario ampliar la base de datos para la obtención de identificaciones a nivel de especie con puntaje ≥ 2. Cuando los espectros de anaerobios están en la base de datos, la identificación por espectrometría de masas es mejor que la identificación convencional 10, 31, 32, 43 . En levaduras, la identificación por MALDI-TOF MS en los trabajos iniciales fue de 85% en 61 cepas de 12 especies diferentes 29, 31 . Este porcentaje ha mejorado con la ampliación de la base de datos y con un proceso de extracción previo al análisis, lo que permite obtener mejores espectros. Marklein y cols., estudiaron 267 aislados de 18 especies, obteniendo concordancia con los métodos fenotípicos en 92,5% (247/267). Con la ampliación de la base de datos mediante secuenciación del gen 26S ARNr, se logró una identificación correcta de 100% de las levaduras estudiadas que incluían los géneros Candida, Cryptococcus, Saccharomyces. Trycosporon, Geotrichum, Pichia y Blastoschizomyces 44 .
En la identificación de bacterias y levaduras directamente desde hemocultivos y urocultivos
La identificación correcta de microorganismos directamente a partir de muestras de orina depende de la carga bacteriana de la muestra. Ferreira y cols., estudiaron 218 muestras positivas por urocultivo, encontrando que cuando la muestra tenía > 100.000 ufc/mL la correlación con el urocultivo fue de 91,8% a nivel de especie y de 92,7% a nivel de género 24 . Cuando los urocultivos fueron negativos la correlación fue de 100% 25 . Los autores concluyen que MALDI-TOF MS es un método rápido, con alta exactitud, especialmente cuando las muestras poseen una alta carga bacteriana, en particular de bacilos gramnegativos.
Para la identificación directa a partir de hemocultivos positivos en sistemas automatizados hay varias referencias que muestran la utilidad de utilizar MALDI-TOF MS 6, 24, [45] [46] [47] [48] [49] . Como se explicó anteriormente, para obtener espectros a partir de los hemocultivos, es necesario un proceso previo de extracción de los componentes de la sangre y del medio de cultivo. En general, los resultados son mejores cuando los recuentos bacterianos son altos, cuando las bacteriemias son monobacterianas y cuando los agentes son bacilos gramnegativos, obteniendo resultados concordantes con los sub-cultivos en aproximadamente 95% a nivel de género y 83% a nivel de especie. En septiembre de 2010, Bruker comercializó un kit que permite la extracción más rápida a partir de la muestra obtenida de las botellas de hemocultivos, con lo cual el tiempo de procesamiento se acorta y simplifica bastante (MALDI Sepsityper TM kit). Esta metodología se considera RUO (Research Use Only) para fuera de la Unión Europea y en Europa es considerada IVD-CE (In vitro Device). Para la identificación directa de fungiemias por levaduras, MALDI-TOF MS ha mostrado una correlación de género y especie de 91%, con resultados obtenidos en 20 minutos 47 . En la Tabla 4 se muestra un análisis comparativo de la utilidad de MALDI-TOF MS en muestras directas del hemocultivos con otras metodologías para pacientes bacteriémicos 6 .
Limitaciones
Las limitaciones en identificación bacteriana entregadas por Bruker Daltonics como fabricante se describen en la Tabla 5 y han sido comentadas previamente. La ampliación de las bases de datos por los usuarios mejorará mucho la capacidad de identificación al superar los actua- 
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Laboratorio e Infectología les bajos puntajes. Por otra parte, la demora y laboriosidad del manejo de microorganismos que requieren procesos previos de extracción también se irán simplificando con la comercialización de kits de extracción. Probablemente un problema que no podrá ser resuelto cuando se utilice esta metodología directa de las muestras es la dificultad en la identificación de mezclas de microorganismos. Otra limitación actual del proceso es que la inoculación de las cepas es manual, por lo que siempre existe el riesgo de error en la posición en que se cargan las muestras.
Respecto al costo del equipo, una evaluación econó-mica realizada en nuestro laboratorio permite estimar que la inversión se recupera en cuatro años, considerando el ahorro en insumos de laboratorio, tiempo en mano de obra y en repeticiones de la identificación microbiológica por los métodos manuales convencionales.
Conclusión
El uso de la tecnología de espectrometría de masas, específicamente MALDI-TOF MS, en la identificación microbiológica en los laboratorios clínicos es, sin duda, uno de los cambios más importantes después de la introducción de los métodos moleculares.
Su aplicación en la identificación bacteriana y de levaduras en un laboratorio clínico, permite acortar en forma significativa los tiempos de respuesta, mejorar la exactitud de los métodos de identificación convencional 
Género Aeromonas
No diferencia algunas especies dentro del género y disminuir los altos costos involucrados, tanto en uso de reactivos e insumos como en mano de obra. Estimaciones indican que el costo de la identificación oscila entre US $0,5 y US $3 y que el tiempo promedio requerido para la identificación es de seis minutos 10 . Un análisis de costos realizado en nuestro laboratorio mostró que el precio por cada determinación en duplicado, considerando todos los materiales y el tiempo de procesamiento por un profesional, es de US $1,6.
Hacia el futuro se puede vislumbrar que esta tecnología podrá ser utilizada en la detección de determinantes de resistencia bacteriana y en la detección de factores de patogenicidad. Cuando se logren las validaciones para estas aplicaciones, sin duda MALDI-TOF MS será la metodología más utilizada en nuestros laboratorios.
A todo lo anterior se agrega el uso de la espectrometría de masas como estándar de oro en las distintas áreas del laboratorio clínico y la posibilidad de uso de MALDI-TOF MS en aplicaciones clínicas de proteómica y metabolómica.
Resumen
La identificación bacteriana es muy importante en el manejo adecuado de los pacientes infectados, especialmente aquellos con infecciones graves hospitalizados en unidades de pacientes críticos. La identificación por los métodos convencionales utilizados en los laboratorios de microbiología clínica demora al menos 16 horas desde
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Laboratorio e Infectología que un cultivo es positivo. La introducción de la espectrometría de masas, específicamente del espectrómetro de masas por tiempo de migración (tiempo de vuelo) con desorción/ionización laser asistida por una matriz (MALDI-TOF MS, por su sigla en inglés matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometer), en el laboratorio de microbiología podría significar un cambio radical en la precisión de la identificación, el tiempo de detección (6 minutos por bacterias) y el costo (aproximadamente 5 veces más económico que la identificación convencional). Desde su introducción en los laboratorios de microbiología clínica en el año 2008, se han escrito numerosas publicaciones sobre su utilidad en la identificación de microorganismos desde colonias, así como directamente desde hemocultivos positivos y de muestras de orina. Esta revisión describe la metodología de MALDI-TOF MS, su rendimiento en la identificación de bacterias aerobias, anaerobias, micobacterias y levaduras, sus futuras aplicaciones en microbiología y sus principales desventajas.
